蛋白质组学（Proteomics）作为一门方法学，用于鉴定出某一研究对象的全部蛋白。其目的是从整体的角度分析其蛋白质组成成分、表达水平与修饰状态，了解蛋白质之间的相互作用与联系，揭示蛋白质功能与细胞生命活动的规律，已经成为研究肿瘤生物学不可或缺的工具。任何一种疾病在表现出可察觉的症状之前，就已经有一些蛋白质发生了变化，因此对各种疾病的关键蛋白和标记蛋白的深入研究，为最终找到疾病的病因、发病机制提供了客观依据，也是疾病临床分期分型的分子基础。因此寻找敏感性高、特异性好的肺癌生物标志物已成为现阶段需要解决的重要问题。

1. 简介 {#s1}
=======

肺癌在20世纪初是一种少见的疾病，但随着环境和生活方式的改变，目前肺癌已成为发病率和死亡率最高的癌症之一。大约75%的肺癌患者被确诊时已属晚期，伴随局部和/或远处转移，错过了最佳治疗时机，5年生存率不足15%，已成为全球范围内恶性肿瘤死亡的最常见病因^\[[@b1]\]^。同时使用组织学分类有他的不足之处，因为他没有考虑到肺肿瘤的异质性^\[[@b2]\]^。例如，小细胞肺癌（small cell lung cancer, SCLC）和非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）之间或在NSCLC亚型之间重要的分子和遗传学改变不同，意味着对肺癌患者进行的治疗方法也不同^\[[@b3]\]^。例如*PI3KCA*基因扩增更多出现在肺鳞癌，*KRAS*和*LKB1*基因突变在肺腺癌中更为常见^\[[@b4]\]^。因此有必要挖掘出有助于肺癌早期诊断和治疗的新的生物标志物和治疗靶点。作为细胞的结构基础和实际的功能执行者，蛋白质可以提供一些DNA和RNA不能提供的信息。因此，包括蛋白质的分离、质谱鉴定及生物信息学分析等技术的蛋白质组学方法将打开一个新的窗口，使我们更好地理解这种疾病。目前蛋白质组学技术已实现在一个微小肿瘤组织块中，找到癌、癌旁组织的大部分蛋白，其覆盖度达到了RNA-seq对转录组检测的水平；并能实现对磷酸化蛋白的检测，通过对差异蛋白及磷酸化位点的分析，可以在单个肿瘤中发现起关键驱动作用的蛋白及其信号通路。所以在癌症生物标志物和治疗靶点的鉴定方面，蛋白质组学正成为一个越来越重要的工具。在本文中，将描述集中在使用如二维凝胶电泳、液相色谱和质谱法等不同的蛋白质组技术鉴定肺癌患者组织、体液等的差异表达蛋白所得到的诊断、预后和预测相关性的肺癌标志物，这可能会有助于改善对这种疾病的认识。

2. 诊断性生物标志物 {#s2}
===================

诊断性生物标志物必须直接与疾病的存在相关，并且在疾病的早期阶段特异性和敏感性较高^\[[@b5]\]^。目前，在高危人群中，通过螺旋计算机断层扫描（computed tomography, CT）在肿瘤检测中是一种很有用的工具。通过组织、血、尿等检测到的蛋白质生物标志物，可能是对CT早期检测的一种补充。

2.1. NSCLC患者的组织样品中检测到的诊断性生物标志物 {#s2-1}
--------------------------------------------------

人类癌症的组织特异性生物标志物的发现对早期诊断和疾病的分子认识至关重要。通过蛋白质组学技术鉴定癌组织和正常肺组织之间蛋白水平表达的差异，检测诊断肺癌的生物标记物。目前为止，已鉴定了很多蛋白。亲环素A（cyclophilin, CYP-A）、巨噬细胞移动抑制因子（macrophage migration inhibitory factor, MIF）^\[[@b6]\]^、聚免疫球蛋白受体（polymeric immunoglobulin receptor, PIGR）、14-3-3η^\[[@b7]\]^、胸腺素β4（thymosin β4, TMSB4）、泛素、酰基辅酶A结合蛋白（acyl-CoA-binding protein, ACBP）、半胱氨酸蛋白酶抑制剂A（cysteine protease inhibitor A, CSTA）、细胞色素C^\[[@b8]\]^等已经被确定为肺癌诊断性生物标志物。MIF和14-3-3η蛋白是已知的在致癌过程中起重要作用：MIF是促炎细胞因子，他的表达与一些血管生成趋化因子的水平相关，在肺癌组织中有更高的血管密度；14-3-3η蛋白调控许多癌症生物学重要的细胞过程^\[[@b8]\]^。

在不考虑NSCLC亚型的情况下，发现硒结合蛋白1（SELENBP1）、碳酸酐酶（carbonic anhydrase, CA）和肌动蛋白结合蛋白（TAGLN）在癌组织中低表达^\[[@b9]\]^。而硫氧还蛋白（thioredoxin, TXN）、人S100钙结合蛋白A6（S100 calcium binding protein A6, S100A6）、胸腺生成素（thymopoietin, TMPO）、核糖体蛋白L39和S30、过氧化物酶（peroxidase, PRDX）1和3（PRDX1, PRDX3）、烯醇化酶（enolase-1, ENO1）和组蛋白H2A.2在癌组织中过表达^\[[@b10]\]^。

其中，SELENBP1是硒蛋白家族的一员，结合介导胞内的硒运输。SELENBP1的下调在癌症的发生和发展的调控中起主要作用，研究^\[[@b11]\]^表明硒在日常饮食中的缺乏与包括肺癌的上皮癌风险增加相关。

TAGLN是结合肌动蛋白的几种蛋白之一，最近研究^\[[@b12]\]^表明，TAGLN基因作为肿瘤抑制基因，被发现在前列腺癌，乳腺癌和结肠癌中低表达。Rho等^\[[@b13]\]^研究表明TAGLN作为浸润性癌附近的活性基质重塑的标志物，他参与肿瘤-基质相互作用，可能对早期诊断，指导治疗以及监测对治疗反应是有用的。

PRDX是普遍存在的抗氧化酶家族，同时控制着细胞因子诱导的过氧化水平，调控着哺乳动物细胞中的信号传导。PRDX在几种肺部疾病中是高表达的，包括肺癌、间皮瘤和结节病，但是这些变化的机制尚不清楚^\[[@b14]\]^。Park等^\[[@b15]\]^研究表明，在*KRAS*基因驱使的肺腺癌中，通过抑制ROS/ERK/cyclin D1通路的激活，PRDX1作为转录因子NF-E2相关因子2（NF-E2-related factor 2, Nrf2）诱导的肿瘤抑制剂。Tan等^\[[@b16]\]^描述了PRDX2蛋白参与了细胞抗氧化防御，在肺鳞癌中是下调的。

钙网蛋白（S100A8/A9, MRP8/14），是钙结合蛋白S100A8和S100A9的异源二聚体，在多种人类癌症中都可以检测到，高表达于癌细胞和肿瘤浸润免疫细胞。Ohri等^\[[@b17]\]^研究表明在MRP8/14（S100A8/A9）在手术切除的NSCLC标本的非巨噬细胞（non-macrophages, NM）中的过表达。与生存期差的患者相比，NM-MRP8/14在生存期较好的患者中高表达，NM-MRP8/14蛋白可能在肿瘤免疫学和癌症进展中起重要作用^\[[@b17]\]^，有研究^\[[@b18]\]^显示S100A9过表达与NSCLC患者的预后不良有影响。同时S100A8和S100A9在肿瘤样品中低表达。对同一种生物标志物，采用不同样本检测，其表达水平不同，或者对预后的预测存在差异，可能是研究方法及技术手段的不同造成的，也可能是由于S100A8和S100A9单独存在与以异源二聚体的形式存在的确不同的作用或功能。但具体的原因还有待深入的研究。

2.2. NSCLC患者体液样品中检测到的诊断性生物标志物 {#s2-2}
------------------------------------------------

研究^\[[@b19]\]^报道，与对照组相比，血清结合珠蛋白（haptoglobin, HP）水平升高。Park等^\[[@b20]\]^强调了HP α亚基特异的诊断作用，并证明了HP α链在诊断NSCLC时是一个比其他亚基更有前景的生物标志物。

通过蛋白质组学研究还在NSCLC患者中发现了高水平的血清淀粉样蛋白α（serum amyloid A, SAA）^\[[@b21]\]^。SAA属于载脂蛋白家族，在组织损伤或炎症的状态时可能会高达1, 000倍。他也可作为对许多癌症类型的一种非特异性生物标志物^\[[@b22]\]^。Sung等^\[[@b23]\]^强调因为癌症细胞和免疫细胞之间的相互作用，SAA水平的增加与肺癌细胞周围环境中的高水平的细胞因子（白介素1、白介素6）和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α, TNF-α）是相关联的。最近，SAA1和SAA2被提出可作为肺癌的特异性诊断标志物，因为与健康的志愿者和其他类型的癌症或呼吸道疾病的患者相比，通过液相-串联质谱（liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC MS/MS）、酶联免疫法（enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA）和免疫组织化学分析都可以证明SAA1和SAA2在肺癌患者血液和癌症组织样中表达水平更高^\[[@b23]\]^。SAA1和SAA2似乎通过对细胞外基质（extracellular matrix, EMC）的作用和诱导基质金属蛋白酶9（matrix metalloproteinase 9, MMP-9）的表达也参与了肺癌的转移^\[[@b23]\]^。因此，SAA1和SAA2也可以代表新的潜在的抑制肺癌转移的治疗靶点。

Li等^\[[@b24]\]^研究表明，与健康受试者相比，富含亮氨酸的α-2-糖蛋白（LRG1）在癌症患者的尿液样本中高表达。在内皮细胞中，通过启动转化生长因子β（transforming growth factor-β, TGF-β）的信号，LRG1被证明参与促进血管生成。LRG1结合辅助受体内皮因子，并通过ALK1-Smad1/5/8通路促进信号传导。在NSCLC患者的尿液外泌体中高表达的LRG1可能来源于肿瘤组织，LRG1可能是NSCLC的候选生物标志物^\[[@b24]\]^。

对NSCLC及肺部良性疾病患者的血清及胸腔积液研究^\[[@b25]\]^表明，色素上皮衍生因子（pigment epithelium derived factor, PEDF）、凝溶胶蛋白和金属蛋白酶组织抑制因子2（tissue inhibitor of metalloproteinase-2, TIMP2）分别过表达。TIMP2蛋白质通过抑制血管生成因子所促使得组织增殖，可能在维持组织稳态中起关键作用。TIMP2蛋白也与肺实质的破坏相关^\[[@b26]\]^。PEDF是丝氨酸蛋白酶抑制剂超家族的成员。他是一个多功能的分泌蛋白，具有抗血管生成、抗肿瘤生成和神经营养作用。Zhang等^\[[@b27]\]^报道与正常的样本相比，无论在蛋白质水平还是mRNA水平，在NSCLC患者样本中PEDF都是减少的。研究^\[[@b27]\]^指出PEDF的减少与肿瘤微血管密度的增加相关，并与TNM分期、肿瘤大小和总生存率显著相关。

2.3. NSCLC组织学类型的诊断性生物标志物 {#s2-3}
--------------------------------------

组织学类型是NSCLC最重要的临床特征之一。每个组织学亚型都有其具体的临床特征。在建立一种治疗策略时肿瘤的组织学类型是很重要的，但NSCLC常常显示组织学异质性^\[[@b2]\]^。与NSCLC的组织学相关的分子谱目前还不清楚。对目前已知的部分诊断性的蛋白质组学生物标志物可以根据肺癌的组织学类型进行划分。使用不同的蛋白质组学技术就可以鉴定腺癌的几个诊断标志物。

Seike等^\[[@b28]\]^使用二维差异凝胶电泳技术发现与肿瘤组织学类型高度相关联的几种蛋白。这项研究发现脂肪酸结合蛋白5（fatty acid binding protein 5, FABP5）在区分肺腺癌和肺鳞癌时是有用的。

Kikuchi等^\[[@b29]\]^使用蛋白质组学技术研究了NSCLC两个主要组织学亚型（肺腺癌和肺鳞癌）及正常肺组织的蛋白谱，其中有6个蛋白是特异于肺腺癌（嗜铬粒蛋白B、降钙素相关多肽Ralpha、IPI00911047、神经生长因子、前蛋白转化酶和枯草杆菌蛋白酶），2个蛋白特异于肺鳞癌（视锥蛋白样蛋白1和基质金属蛋白酶10）。

使用二维凝胶电泳及质谱技术分析了肺腺癌组织和癌旁组织的差异表达蛋白，并通过免疫组化验证证明了膜联蛋白1（annexin A1, ANXA1）、锰超氧化物歧化酶2（superoxide dismutase 2, SOD2）及14-3-3 σ在肺腺癌组织和癌旁组织的差异表达^\[[@b30]\]^，丝切蛋白-1（cofilin-1, CFL1）和丙酮酸激酶M2（pyruvate kinase M2, PKM2）在癌组织中显著上调^\[[@b31]\]^。研究表明PKM2和CFL1可作为潜在的诊断和预后标志物以及肺腺癌的治疗靶点。

Li等^\[[@b32]\]^使用膜蛋白质组学研究了肺鳞癌组织和无转移的肺鳞癌肿瘤附近的正常支气管上皮组织，其中，热休克蛋白60（heat shock protein 60, HSP60）在调节细胞分化和增殖中起重要作用，膜联蛋白A5（annexin A5, ANXA5）、膜联蛋白A6（annexin A6, ANXA6）和人γ1肌动蛋白（actin gamma 1, ACTG1）在癌组织中高表达，组织蛋白酶D前蛋白（cathepsin D, CTSD）和铁蛋白重链（ferritin heavy chain 1, FTH1）低表达。这些蛋白质组学研究中所确定的膜联蛋白在细胞信号转导、胞吐作用、炎症、细胞生长和分化过程中发挥着潜在的作用。

2.4. SCLC诊断性生物标志物 {#s2-4}
-------------------------

关于SCLC样本的一些研究鉴定了一些肺癌类型的诊断性生物标记物，对侵袭性的恶性肿瘤的检测可能是有用的。使用不同的蛋白质组技术处理肿瘤组织样品，鉴定出几种蛋白质可以作为SCLC潜在的生物标志物：coactosin样蛋白-1（coactosin-like protein 1, COTL-1）、ACTG1、α-微管蛋白、层粘连蛋白B（laminin B1, LAMB1）、泛素缀合酶E2（ubiquitin-conjugating enzyme, UBE2）、碳酸酐酶1（carbonic anhydrase 1, CA1）^\[[@b33]\]^、β-微管蛋白（β-tubulin）、HSP73、HSP90、核纤层蛋白B（lamin B）、增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen, PCNA）^\[[@b34]\]^，这些蛋白在SCLC的组织样品中过表达的，而钙结合蛋白（S100A6）与邻近的正常组织相比是低表达的^\[[@b35]\]^。一些被鉴定的蛋白，如HSPs和CA，在癌症发展中起重要作用。CA在维持pH平衡上起重要作用。细胞外的酸化（外酸化）与许多肿瘤的进展相关，CA抑制剂可抑制肿瘤细胞系的侵袭能力。HSPs在肿瘤细胞中发挥着稳定许多致癌基因和生长促进蛋白的作用^\[[@b36]\]^。

3. 预后性生物标志物 {#s3}
===================

预后性生物标志物应与患者的生存率相关。当一个蛋白的表达水平与疾病和肿瘤分期和疾病自然史相关时，他们被认为是具有预测预后的价值。预后性标志物对于鉴定患者能不能进行某一治疗时可能是有用的，但不能预测对该治疗的反应^\[[@b5]\]^。通过免疫组织化学、质谱方法分析和反转录PCR ^\[[@b37]\]^证实，肺癌细胞转移表型似乎与S100A11的表达上调相关。S100A11高表达与较高的TNM分期和淋巴结转移相关^\[[@b37]\]^。

通过比较肺鳞癌组织中有和无淋巴结转移的表现寻找预后性标志物，结果显示ANXA2、细胞角蛋白17（cell keratin 17, CK17）和HSP27低表达^\[[@b38]\]^。ANXA2是钙调节的膜结合蛋白。已确定该蛋白在肿瘤组织中的表达与临床分期和肿瘤分化相关。HSP27的表达与组织病理分化、淋巴结转移、临床分期相关。因此有可能把HSP27作为用于基因治疗HSP27阳性的SCC的潜在靶标。阻断HSP27或HSP27信号通路可能会阻止肺鳞癌的侵袭和转移^\[[@b38]\]^。

超过90%的肺癌死亡是由转移引起的，因此参与这一过程的蛋白是最该考虑的预后标志物^\[[@b5]\]^。研究^\[[@b39],\ [@b40]\]^证明与肺腺癌潜在的预后相关的是ANXA3。作为钙调节的膜结合蛋白家族的一员，ANXA3在细胞生长和在信号转导途径上起关键作用。他也是与较晚的临床分期、淋巴结及远处转移、总体生存率低和复发率较高相关^\[[@b39],\ [@b40]\]^。

细胞骨架重组是调节细胞迁移和转移的核心过程，在肿瘤发生和发展过程中促进细胞结构重组。很多研究都集中在建立一个有效机制以阻止该过程，以消除转移的发生。参与细胞骨架重排的许多蛋白质已被提出作为癌症中潜在的预后标志物^\[[@b5]\]^。细胞角蛋白是在上皮组织细胞骨架中发现的中间丝结构蛋白。他们被检测时以发生部分降解，以单一蛋白质片段或复合物存在，没有完整的分子结构。在NSCLC的所有组织学类型中都检测到了角蛋白升高。细胞角蛋白19片段（cytokerantin-19-fragment, CYFRA21-1）被证明是在预后和监测肺癌患者是有用的。Park等^\[[@b41]\]^研究证明术前血清中的CYFRA21-1在更高的分期、更大的瘤体及分化更差的肺腺癌患者中水平更高，且这些患者的预后更差。还有研究^\[[@b42]\]^也表明，CK17是NSCLC的一个强力预后因子。

腺癌组织样品的蛋白质组学研究中发现CFL1在某些侵袭性肿瘤中是增加的；PKM2是肿瘤发生过程中一个关键的糖酵解酶，与腺癌患者不良的预后相关^\[[@b31]\]^。

Ⅰ期NSCLC的不良预后也与波形蛋白（vimentin）和非肌球蛋白阳性表达相关。这两种蛋白质与细胞骨架和细胞运动性相关，在过表达时，通过调节细胞运动性提高转移过程。蛋白质组学分析鉴定的这两种分子可能反映细胞转移的功能和恶性肿瘤复发的机制^\[[@b43]\]^。

醛缩酶A（aldolase A, ALDOA）是糖酵解的关键酶，负责催化可逆果糖-1, 6-双磷酸转化为甘油醛-3-磷酸和磷酸二羟丙酮。ALDOA调节各种细胞功能，如肌肉维持、细胞形状和流动等过程。Du等^\[[@b44]\]^报道了ALDOA在肺鳞癌中高度表达，其表达水平与转移、分期、分化程度、预后不良有关，ALDOA降低了细胞运动和肿瘤发生能力。这些数据表明，ALDOA可能是肺鳞癌转移和药物开发的治疗靶点的潜在标记物。

4. 预测性生物标志物 {#s4}
===================

一个好的预测性生物标记物可以预测某一个特定疗法对特定疾病治疗的效果。建立可变性临床治疗效果，为临床医生有效地选择谁将会受益于特定治疗非常重要，避免不必要的或有害的程序，为个体化治疗提供依据。肺癌蛋白质组学研究相关的预测性标记物目前集中在NSCLC患者对表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, EGFR）抑制剂的反应。常用的是吉非替尼和厄洛替尼等。通过肺腺癌患者对吉非替尼治疗的不同反应的分析指出，心脏型脂肪酸结合蛋白（heart type fatty acid binding protein, H-FABP）的不同水平与完全和部分缓解相关，H-FABP蛋白参与细胞内脂质的运输、储存和代谢，也可能负责细胞生长和增殖的调节^\[[@b45]\]^。通过基质辅助激光解吸附质谱技术（matrix assisted laser desorption and mass spectrometry, MALDI-MS）对吉非替尼和厄洛替尼治疗的NSCLC患者的血清研究，暴露8个峰信息能够预测治疗的益处^\[[@b46]\]^。基于这些结果创建了一个商业产品Veristrat®（Biodesix, Broom field, CO, USA），目前正处于Ⅲ期临床试验验证阶段，并被用于区分联合厄洛替尼、吉非替尼、贝伐珠单抗或西妥昔单抗治疗的NSCLC患者预后等多项研究^\[[@b47],\ [@b48]\]^。SAA1除了可作为一个潜在的诊断性标志物之外^\[[@b23]\]^，最近的研究^\[[@b49]\]^表明SAA1可作为一个预测性生物标记物。

5. 结论和未来前景 {#s5}
=================

生物标志物在肺癌研究中具有重要的意义。目前绝大多数肺癌仍是在晚期才被确诊，失去了最佳治疗时机，5年生存率非常低^\[[@b1]\]^。随着蛋白质组学技术的发展，开始了对肺癌生物标志物的广泛探索，许多蛋白质分子已被证明了可作为潜在的肺癌生物标志物。但由于敏感性、特异性不高以及缺乏分析性试剂，特别是用于验证质谱数据的抗体或临床试验，使得生物标志物在临床上大规模应用变的举步维艰。同时，临床实验室由于购买新仪器的成本、在大队列人群中获得生物标志物临床实用性的信息、培训专业人员学习新技术以及分析复杂的实验结果等，整合新的蛋白质组学技术依旧很缓慢，目前还没有实现全面的蛋白质组学分析。

对于临床蛋白质组学的研究，主要目的是改善诊断程序、检测预后、预测疗效等，包括对肿瘤细胞生物学功能的精确评估和理解癌症的分子发病机理，以开发新的治疗策略和靶点。虽然目前对肺癌的生物标志物研究众多，但真正能应用临床上还有很长的一段路要走。被定义为一种特异性的生物标志物，可以作为客观测量和评估正常的生理过程、致病过程或对指定的治疗干预的药理学反应的一个指标^\[[@b5]\]^。任何生物标志物应用于临床之前，必须考虑以下几点：①需要具有严格统计标准的大量临床验证，以降低假阳性结果的发生；②单一的生物标记物在预测或监测肺癌时往往也存在假阳性，因此将多个生物标志物的相结合作为临床诊断的标准可能会提高疾病诊断的准确性^\[[@b50]\]^；③研究中获得的生物标记物的重复性也是很重要的，这需要不同的生物样本来验证，不同实验室来证明。
